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S (54) Title: KUCLEOnDE SEQUENCE CODING FOR A MANNTTOL 2-DEHYDROGENASE AND METHOD FOR THE P 
= DUCnON OF D-MANNITOL 

B (54) Bezeichnung: FOR EINE MANNrrOL.2.DEHYDROGENASE CODIERENDE NUKLEOTIDSEQUENZ SOWIE 
^= VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG VON D-MANNTTOL 

(57) Abstract: The invention relates to a nucleoUde sequence coding for the mannitol 2-dehydrogenase and a method for producing 
<^ D-mannitol. Previously known biocatalytic methods for producing D-mannitol yield only small production rates due to the small 
^ number of specific activities of mannitol 2-dehydrogenases used for transforming D-fructose into D-mannitol. D-manmtol produc- 
tion can be improved by supplying a nucleotide sequence which codes for a mannitol 2-dehydrogenase having a higher specific 
activity. Mannitol production can be increased in a particular manner by creating a regeneration system for reduction eqmvaJents by 
introducing and/or strengthening a formiate dehydrogenase in a microorganism. 
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(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft eine fiir die Mannitol-2-Dehydrogenase codierende Nukleotidsequenz sowie ejn 
Verfahren zur Herstellung von D-Mannitol. Bisher bekannte biokatalytische Verfahren zur Heretellung von D-Mannnitol weisen 
nur gerinee Produktionsraten auf Grund geringer spezifischer Aklivitaten der Mannitol-2-Dehydrogenasen fUr die Umsetzung von 
D-Fructose zu D-Mannitol auf. Durch Bereitstellung einer Nukleotidsequenz, die fOr eine Mannitol-2-Dehydrogenase mit einer 
hdheren spezifischen Aklivitat codiert. kann eine verbesserte D-Mannitolproduktion erreicht werden. Durch Schaffung eines Rege- 
nerationssystems fUr Reduktionsaquivalenle durch Einbringen und/oder VerstHrken dner Fbnniatdehydrogenase m einen Mikroor- 
gamsmus. kann in besonderer Weise eine erhShte Mannitol Produktion erreicht werden. 
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Beschre ibung 

Fiir eine Mannitol -2 -Dehydrogenase codierende 
Nukleotidsequenz sowie Verfahren zur Herstellung von 

D-Mannitol 



Die Erfindung betrifft eine fur die Mannitol- 2 -De- 
hydrogenase codierende Nukleotidsequenz sowie ein Ver- 
fahren zur Herstellung von D-Mannitol • 

Der weltweite Jahrissbedarf am Zuckeralkohol D-Mannitol 
(D-Mannit) belauft sich auf 30.000 Tonnen im Jahr. 
D-Mannitol findet Verwendung im Lebensmittelbereich als 
zahnschonender Siifistoff , in der Medizin als Plasmaex- 
pander und Vasodilator (Hexanitroderivat ) , sowie in der 
pharmazeutischen Industrie zur Produktion von Tablet - 
ten. 

Die groStechnische Produktion von D-Mannitol erfolgt 
bisher uber die katalytische Hydrierung an Metallkata- 
15 lysatoren von Glucose/Fructose-Gemischen aus Sacchiarose 
als Ausgangsmaterialien. Aufgrund der fehlenden Stereo- 
spezifitat der katalytischen Hydrierung betragt die 
Ausbeute an D-Mannitol nur 25-30% mit einem dreifachen 
Uberschufi an D-Sorbitol (42, 21, 43) . 
2 0 D-Mannitol und D-Sorbitol unterscheiden sich nur durch 
ihre Konf iguration am Kohlenstof f atom C-2. Eine Alter- 
native bietet die Herstellung von D-Mannitol durch en- 
zymatische Hydrierung von D-Fructose in. einem mikro- 
biellen Biotransf ormationsverf ahren. Enzyme katalysie- 
25 ren ihre Reaktionen stereospezif isch. Bei Slatner et 

al , (47) wird beispielsweise ein enzymatisches Verfah- 
ren beschrieben, bei dem eine rekombinant,e Mannitol- 
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Dehydrogenase aus Pseudowonas fluorescens isoliert wird 
und zusammen mit einer Formi at -Dehydrogenase aus Candi- 
da boidinii und NAD in einem Membranreaktor inkubiert 
wird. Durch den Einsatz der Formiat -Dehydrogenase wird 
5 ein Redukt ions -Oxidat ions zyklus fur NADH geschaffen, 
welches durch die Membran im Reaktionsgef alS zuriick- 
gehalten wird. Hier konnte 70-90% der Fructose in 
D-Mannitol umgewandelt werden. Von den Autoren wird je- 
doch die mangelnde Stabilitat der Mannitol -Dehydro- 

10 genase (50 h Halbwertszeit ; nach Stabilisierung mit 

Dithiothreitol: lOOh) , Empf indlichkeit gegenuber hohen 
Temperaturen >3 0*=»C sowie gegenuber Scherkraf ten, als 
ein Nachteil des Verfahrens angegeben. Ein weiterer 
grolSer Nachteil liegt jedoch darin, dass Membranreakto- 

15 ren auf Grund der hohen Kosten fur isolierte Enzyme, 

benotigte Cofaktoren und Membrarien fur eine groStechni- 
sche Produktion ungeeignet sind. 

Eine weitere Moglichkeit der D-Mannitol Produktion kann 
durch fermentative Verfahren erfolgen. Bereits 1991 er- 

20 zielten Soetaert et al . (36) durch fermentative 

D-Mannitol Herstellung Ausbeuten von 85% unter Einsatz 
von D-Fructose/D-Glucose-Gemischen als Substrate. Dabei 
verwendeten sie das heterof ermentat ive Milchsaurebakte- 
rium Leuconostoc pseudomesenteroides ATCC 12291 als ka- 

2 5 talysierenden Organismus in einer Fermentation mit 

wachsenden Zellen. Die fur die Redukt ion von Fructose 
zu D-Mannitol notwendigen Reduktionsaquivalente stamm- 
ten hierbei aus der Oxidation von Glucose zu organi- 
schen Sauren (36) . Neben dem Problem der nur 85%igen 

30 Umsetzung des Substrates Fructose zu D-Mannitol ist der 
Einsatz von D-Glucose als Elektronenlief erant kosten- 
aufwendig. Weiterhin stellt die Kontamination des Ziel- 
produktes mit organischen Sauren wahrend der Fermenta- 
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tion einen weiteren Nachteil dar, da diese organischen 
Sauren durch aufwendige ProzeiSschritte entfernt werden 
miissen. Soetaert et al . schlugen hierfur eine Elektro- 
dialyse vor (36, 3 7) . Bei Ferment at ionen mit wachsenden 
5 Zellen kann keine 100%ige Umsetzung des Substrates zum 
Produkt erzielt werden, da ein Teil des Substrates zum 
Zellaufbau bzw. zur Neubildung von Biomasse verbraucht 
wird. 

10 Das Schlusselenzym fur die enzymkatalysierte Redukti- 

onsreaktion von D-Fructose zu D-Mannitol ist die Manni- 
tol -2 -Dehydrogenase . Aus der Literatur sind drei Manni- 
tol-2-Dehydrogenasen bekannt und auch hinsichtlich ih- 
rer biochemischen Eigenschaf ten und Nukleatid-/Amino- 

15 sauresequenzen beschrieben. Hierzu gehSrt die Mannitol- 
2 -Dehydrogenase aus Pseudomonas fluorescens DSM 50106 
(4/ 34), aus -Rhodojbacter sphaeroides Si4 (32) sowie aus 
Affarlcus bisporus (11, 38,) . Die beiden Erstgenannten 
geh6ren zur Gruppe der langkettigen Dehydrogenase /Re - 

2 0 duktase Protein Familie (LDR) , die letztgenannte zur 

Gruppe der kurzkettigen Dehydrogenase/Reduktase Protein 
Familie (SDR) . Die spezifische Aktivitat dieser Enzyme 
bei der Reduktion von D-Fructose zu D-Mannitol liegt 
jedoch nur bei rund 4 0 bis 90 U/mg. 

25 

Es ist daher Aufgabe der Erfindung, ein System zur Ver- 
fugung zu stellen, welches die zuvor genannten Nachtei- 
le nicht mehr aufweist sowie neue MaSnahmen zur verbes- 
serten mikrobiellen Herstellung von D-Mannitol bereit- 
30 zustellen. 

Unter der Bezeichnung D- Mannitol soil im folgenden 
auch D-Mannit verstanden werden. 
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Im Rahmen dieser Erfindung werden im Folgenden alle 
NuJcleotidsequenzen, die fur eine Mannitol -2 -Dehydro- 
genase codieren unter der Bezeichnung ^^mdh-Gensequenz" 
zusammengef asst . Das Enzym Mannitol -2 -Dehydrogenase 
5 wird im Folgenden unter der Bezeichnung „MDH'' zusammen- 
gef asst . 

Es ist Aufgabe der Erfindung eine Nukleotidsequenz ko- 
dierend fur eine MDH bereitzustellen, enthaltend 

10 i) eine Nukleotidsequenz, dargestellt in SEQ ID 

No . 1 , Oder 

ii) mindestens eine Nukleotidsequenz umfasst, die 
der Nukleotidsequenz (i) innerhalb des Bereichs 
der Degeneration des genetischen Codes ent- 

15 spricht; oder 

iii) mindestens eine Nukleotidsequenz umfasst, die 
mit einer zur Nukleotidsequenz (i) oder (ii) 
komplemetaren Nukleotidsequenz hybridisiert , und 
gegebenenf a 1 1 s 

20 iiii) funktionsneutrale Sinnmutationen in (i) umfasst. 

Dabei bedeutet der Begriff funktionsneutrale 
Sinnmutationen den Austausch chemisch ahnlicher 
Aminosauren, wie z. B, Glycin durch Alanin oder 
Serin durch Threonin. 



25 



Die erf indungsgemaSen Nukleotidsequenzen zeichnen sich 
dadurch aus, dass sie aus der Familie der Lactobacteri- 
aceae, bevorzugt der Gattung Leuconostoc besonders be- 
vorzugt aus Leuconostoc pseudomesenteroides , ganz be- 
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senders bevorzugt aus Leuconostoc pseudomesenteroides 
ATCC 12291 isoliert werden. 

Bei der DSMZ wurde gemalS den Bedingungen des Budapester 
5 Vertrages die erf indungsgemafie /ndh-Gensequenz am 

20.02.2002 als Plasmid-DNA ipQEBOhmdh) unter folgendem 
Aktenzeichen hinterlegt : DSJ^ 14 824 

Unter einer Nukleot idsequenz , einer Nukleinsaure oder 
10 einem Nukleinsaure fragment ist erf indungsgemafi ein Po- 
lymer aus RNA Oder DNA zu verstehen, das einzel- oder 
doppelstrangig sein kann und optional natiirliche, che- 
misch synthetisierte, modifizierte oder artifizielle 
Nukleot ide enthalten kann. Der Begriff DNA-Polymer 
15 schlieSt hierbei auch genomische DNA, cDNA oder Mi- 
schungen davon ,ein. 

Erf indungsgemaS sind auch die den kodierenden Bereichen 
(Strukturgenen) vorausgehenden (5'"-oder upstream) 
2 0 und/oder nachf olgenden (3 "-oder downstream) Sequenzbe- 
reiche eingeschlossen . Insbesondere sind hierin Se- 
quenzbereiche mit regulatorischer Funktion inbegriffen. 
Sie konnen die Transkription, die RNA-Stabilitat oder 
das RNA Processing sowie die Translation beeinf lussen, 

2 5 Beispiele fiir regulatorische Sequenzen sind u. a. Pro- 

mot oren. Enhancer, Operatoren, Teminatoren oder Trans- 
la t ions vers tarker . 

Gegenstand der Erfindung ist ferner eine Genstruktur, 

3 0 enthaltend wenigstens eine der zuvor beschriebenen 

Nukleotidsequenzen codierend fur eine MDH sowie mit 
diesen operativ verknupfte regulatorische Sequenzen, 
welche die Expression der codierenden Sequenzen in der 
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Wirtszelle steuern, Unter einer operativen Verknupfung 
versteht man die sequentielle Anordnung beispielsweise 
von Promotor, kodierender Sequenz, Terminator und ggf . 
weiterer regulatorischer Elemente derart, dass jedes 
5 der regulatorischen Elemente seine Funktion bei der Ex- 
pression der kodierenden Sequenz bestimmungsgemaS er- 
fullen kann. Beispielhaft sei hier ein durch IPTG 
(Isopropyl-P-thiogalactosid) induzierbarer Promotor ge- 
nannt . 

10 

Die Herstellung einer Genstruktur erfolgt durch Fusion 
eines geeigneten Promotors mit wenigstens einer erf in- 
. dungsgemafien Nukleotidsequenz nach gangigen Rekombina- 
tions- und Klonierungstechniken wie beispielsweise in 
15 (24) beschrieben. 

Dariiber hinaus betrifft die vorliegende Erfindung einen 
Vektor enthaltend wenigstens eine Nukleotidsequenz der 
zuvor beschriebenen Art kodierend fiir eine MDH, mit 
20 diesen operativ verkniipfte regulative Nukleotidsequen- 
zen sowie zusatzliche Nukleotidsequenzen zur Selektion 
transformierter Wirtszellen, fur die Replikation inner- 
halb der Wirtszelle oder zur Integration in das ent- 
sprechende Wirtszell-Genom, Ferner kann der erfindungs- 

2 5 gemaSe Vektor eine Genstruktur der vorgenannten Art 

enthalten. 

Als Vektoren eignen sich solche, die in den Wirtszellen 
repliziert werden 

3 0 Unter Ausnutzung der erf indungsgemafien Nukleotidsequeii- 

zen konnen entsprechende Sonden oder auch Primer syn- 
thetisiert und dazu verwendet werden, beispielsweise 
mit Hilfe der PCR-Technik analoge Gene aus anderen 
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Mikroorganismen, bevorzugt aus der Gattung Leuconostoc 
zu amplif izieren und isolieren. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit auch 
eine Sonde zur Identif izierung und/oder Isolierung von 
Genen, kodierend fur an der Biosynthese von D-Mannitol 
beteiligte Proteine, wobei diese Sonde ausgehend von 
den erf indungsgemafien Nukleot idsequenzen der zuvor be- 
schriebenen Art hergestellt wird und eine zur Detektion 
geeignete Markierung enthalt. Bei der Sonde kann es 
sich urn einen Teilausschnitt der erf indungsgemafien Se- 
quenz, beispielsweise aus einem konservierten Bereich 
handeln der unter stringenten Bedingungen spezifisch 
mit homologen Nukleotidsequenzen hybridisieren kann. 
Geeignete Markierungen sind aus der Literatur zahlreich 
bekannt, Anleitungen hierzu findet der Fachmann bei- 
spielsweise in folgenden Literaturstellen (8, 18, 28). 

Es ist Aufgabe der Erfindung eine MDH, kodiert durch 
20 eine erf indungsgemafie Nukleot idsequenz, gemaS SEQ ID No 

1 Oder deren Variationen der zuvor beschriebenen Art, ■ 

mit einer gegenuber bisher bekannten MDHs verbesserten 

Aktivitat in der Fructose -Redukt ion bereitzustellen. 

Diese Aktivitat wird in der vorliegenden Erfindung pho- 
25 tometrisch liber die Abnahme der NADH-Konzentration fur 

die Redukt ionsreakt ion: D-Fructose + NADH + -> 

D-Mannitol + NAD* bestimmt. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ebenso eine MDH mit 
3 0 einer Aminosauresequenz ausgewahlt aus der Sequenz ge- 
maS SEQ ID No 2 Oder einer modif izierten Form dieser 
Polypeptidsequenz oder Isoform davon oder Mischungen 
daraus . 
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Die erf indungsgemaSen Polypeptide zeichnen sich dadurch 
aus, dass sie aus der Familie der Lactobacteriaceae , 
bevorzugt aus der Gattung Leuconostoc, besonders bevor- 
5 zugt der Art Leuconostoc pseudomesenteroides , ganz be- 
sonders bevorzugt aus Leuconostoc pseudomesenteroides 
ATCC 12291, statnmen. 

Unter Isoformen sind Enzyme mit gleicher oder ver- 
10 gleichbarer Substrat- und Wirkungsspezif itat zu verste- 
hen, die jedoch eine unterschiedliche Primarstruktur 
auf weisen . 

Unter modif izierten Formen sind erf indungsgemafi Enzyme 
15 zu verstehen, bei denen Anderungen in der Sequenz, bei- 
spielsweise am N- und/oder C-Teminus des Polypeptide 
Oder im Bereich konservierter Aminosauren vorliegen, 
ohne jedoch die Funktion des Enzyms zu beeintrachtigen. 
Diese Veranderungen konnen in Form von Aminosaureaus- 
2 0 tauschen nach bekannten Methoden vorgenommen werden. 

Weiterhin ist es Aufgabe der Erfindung, Mikroorganis- 
men, enthaltend in replizierbarer Form wenigstens eine 
erf indungsgemafie Nukleinsaure der zuvor beschriebenen 

25 Art, welche im Vergleich zu dem entsprechend nicht ge- 
netisch veranderten Mikroorganismus. verstarkt expri- 
miert wird und/oder deren Kopienzahl erhoht ist, be- 
reitzustellen. Ebenso umfasst die vorliegende Erfindung 
einen genetisch veranderten Mikroorganismus enthaltend 

30 in replizierbarer Form eine Genstruktur oder einen Vek- 
tor der zuvor beschriebenen Art, Gegenstand der vorlie- 
genden Erfindung ist dariiber hinaus, ein genetisch ver- 
anderter Mikroorganismus enthaltend wenigstens ein er- 
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f indungsgemafies Polypeptid mit der Punktion einer MDH 
der zuvor beschriebenen Art, welche eine im Vergleich 
zu dem entsprechend nicht genetisch veranderten Mikro- 
organismus erhohte Aktivitat auf weist . Die erfindungs- 
5 gemaSen Mikroorganismen konnen aus der Gattung Bacil- 
lus, Lactobacillus, Leuconostoc, den Enterobakteriaceae 
Oder methylotrophen Hefen, Pilzen sowie aus alien auch 
in der Lebensmittel Industrie verwendeten Mikroorganis- 
men stammen. Beispielhaft seien folgende geeignete Mik- 
10 roorganismen genannt : Achromobacter parvolus, Methylo- 
bacterium organophilum, Mycobacterium formicum, Pseudo- 
monas spec. 101, Pseudomonas oxalaticus, Moraxella sp., 
Agrobacterium sp., Paracoccus sp., Ancylobacter aquati- 
cus, Pseudomonas fluorescens, Rhodobacter sphaeroides, 
15 Rhodobacter capsulatus, Lactobacillus sp., Lactobacil- 
lus brevis, Leuconostoc pseudomesenteroides , Glucono- 
bacter oxydans, Candida boidinii, Candida methylica 
Oder auch Hansenula polymorpha, Aspergillus nidulans 
Oder Neurospora crassa oder Escherichia coli. 

20 

Es besteht weiterhin die Aufgabe ein Verfahren zur Pro- 
duktion von D-Mannitol zu schaffen, mit dem verbesserte 
Ausbeuten und hohere Produktivitaten erzielt werden 
konnen. Dies umfaSt sowohl das Einbringen der erfin- 

25 dungsgemaSen Nukleotidsequenzen oder eines Teils davon, 
kodierend fur eine MDH, ein Allel, Homolog oder Derivat 
davon in ein Wirtssystem als auch die Verstarkung einer 
bereits in einem Mikroorganismus vorhandenen Nukleotid- 
seguenz codierend fiir eine MDH, wobei die Genexpression 

3 0 und/oder die Aktivitat des entsprechend kodierten Poly- 
peptids gegenuber dem entsprechend nicht genetisch ver- 
anderten Mikroorganismus erhoht ist, dieser genetisch 
veranderte Mikroorganismus zur mikrobiellen Herstellung 
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von D-Mannitol eingesetzt wird und das entsprechend ge- 
bildete D-Mannitol aus dem Kulturmedium und/oder den 
Zellen isoliert wird. 

Das Einbringen der Nukleotidsequenz in eine Wirtzelle 
5 erfolgt nach • gentechnischen Methoden. Als bevorzugtes 
Verfahren sei hier die Transformation und besonders be- 
vorzugt die Ubertragung von DNA durch Elektroporation 
genannt . 

Zur Erzielung einer Verstarkung der mdh-Gensequenz bzw. 

10 einer erhohten Genexpression (Uberexpression) kann die 
Kopienzahl der entsprechenden Gene erhoht werden. Fer- 
ner kann die Promotor- und/oder Regulationsregion 
und/oder die Ribosomenbindungsstelle , die sich strom- 
auf warts des Strukturgens befindet, entsprechend so 

15 verandert werden, daS die Expression mit erhohter Rate 
erfolgt. In gleicher Weise wirken Expressionskassetten, 
die stromauf warts des Strukturgens eingebaut werden. 
Durch induzierbare Promotoren ist es zusatzlich moglich 
die Expression im Verlaufe der mikrobiellen D-Mannitol 

20 Produktion zu steigern, Durch Mafinahmen zur Verlange- 
rung der Lebensdauer der mRNA wird ebenfalls die Ex- 
pression verbessert. Die Gene oder Genkonstrukte konnen 
entweder in Plasmiden mit unterschiedlicher Kopienzahl 
vorliegen oder im Chromosom integriert und amplifiziert 

25 sein. Weiterhin kann auch die Aktivitat des Enzyms 

selbst erhoht sein oder durch die Verhinderung des ?!±>- 
baus des Enzymproteins verstarkt werden. Alternativ 
kann ferner eine Uberexpression der betreffenden Gene 
durch Veranderung der Medienzusammensetzung und Kultur- 

3 0 fuhrung erreicht werden. 

Anleitungen hierzu findet der Fachmann unter anderem 
bei Martin et al . (25), bei Guerrero et al . (9), Tsu- 
chiya und Morinaga (41), bei Eikmanns et al . (7), bei 
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Schwarzer und Puhler (33), bei Reinscheid et al . (27), 
bei LaBarre et al . (16), bei Malumbres et al . (23), bei 
Jensen und Hammer (13) , bei Makrides (22) und in be- 
kannten Lehrbuchern der Genetik und Molekularbiologie • 

5 

Unter einem Wirtssystem sind Mikroorganismen zu verste- 
hen, die alle mit fremder DNA transf ormierbar sind. Er- 
f indungsgemaS sind hierunter Mikroorganismen zu verste- 
hen, in die die erf indungsgemaSe Nukleotidsequenz ein- 

10 gebracht wird und/oder verstarkt wird und entsprechend 
zur Auspragung gebracht wird. Mikroorganismen, die be- 
reits eine fiir eine MDH codierende Nukleotidsequenz 
Oder die erf indungsgemaSe Nukleotidsequenz aufweisen, 
wie z. B. Leuconostoc pseudomesenteroides, sind daher 

15 ebenfalls als Wirtssystem zu verstehen. Stellvertretend 
fur ein geeignetes Wirtssystem, in das die erf indungs- 
gemaSe Nukleotidsequenz eingebracht wird, sei das Bak- 
terium Escherichia coli und bevorzugt der Stamm E. coli 
JM109(DE3) genannt, welcher unter Standardbedingungen 

2 0 kultiviert werden kann. 

Als Kulturmedium ist je nach Anf orderungen ein Komplex- 
medium wie z. B. LB-Medium (24) oder auch ein Mineral - 
salzmedium (15) geeignet. Nach entsprechender Kultivie- 
rung kann die Bakteriensuspension geerntet und zur wei- 

2 5 teren Untersuchung, beispielsweise zur Transformation 

Oder zur Isolierung von Nukleinsauren nach gangigen Me- 
thoden eingesetzt werden . 

Diese Vorgehensweise kann analog auch auf andere Bakte- 
rienstamme angewendet werden. Dabei werden als Wirts- 

3 0 systeme Bakterien der Gattungen Leuconostoc, Bacillus, 

Lactobacillus, oder Enterobacteriacea und methylotrophe 
Hefe bevorzugt. Im folgenden werden beispielhaft einige 
bevorzugte Mikroorganismen aufgelistet: Achromobacter 
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parvolus; Methylobacterium organophilum, Mycobacteriuni 
formicum, Pseudomonas spec. 101, Pseudomonas oxalati- 
cus, Moraxella sp. , Agrobacterium sp., Paracoccus sp. , 
Ancylobacter aguaticus oder auch Pseudomonas fluores- 
5 cens, Rhodobacter sphaeroides, Rhodobacter capsulatus, 
Lactobacillus sp . , Lactobacillus brevis, Leuconostoc 
pseudomesenteroides, Gluconobacter oxydans oder methy- 
lotrophe Hefen wie Candida boidinii, Candida methyl ica 
Oder auch Hansenula polymorpha, Pilze wie Aspergillus 

10 nidulans und Neurospora crassa sowie alle auch in der 

Lebensmittelindustrie verwendeten Mikroorganismen. Dar- 
\iber hinaus schlieSt die vorliegende Erfindung auch 
Bakterienstamme ein, die sich als D-Mannitol produzie- 
rende Mutanten oder Produktionsstamme auszeichnen. Die- 

15 se konnen z. B. ausgehend von Wildtypstammen durch 

klassische (chemische oder physikalische) oder gentech- 
nische Methoden hergestellt werden. 

Die erf indungsgemaS hergestellten genetisch veranderten 
2 0 Mikroorganismen konnen kontinuierlich oder diskontinu- 
ierlich im batch - Verfahren (Satzkultivierung) oder im 
fed batch ( Zulauf verfahren) oder repeated fed batch 
Verfahren (repetitives Zulauf verfahren) zum Zwecke der 
Produktion von D-Mannitol kultiviert werden. Eine Zu- 
25 sammenfassung uber bekannte Kultivierungsmethoden sind 
im Lehrbuch von Chmiel (5) oder im Lehrbuch von Storhas 
(39) beschrieben. 

Das zu verwendende Kulturmedium muS in geeigneter Weise 
30 den Anspruchen der jeweiligen Stamme genugen. Beschrei- 
bungeii von Kulturmedien verschiedenener Mikroorganismen 
sind im Handbuch "Manual of Methods for General Bacte- 
riology" (1) enthalten. Als Kohlenstoff quelle konnen 
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Zucker und Kohlenhydrate wie z, B. Glucose, Saccharose , 
Lactose, Fructose, Maltose, Melasse, Starke und Cellu- 
lose verwendet werden. Diese Stoffe konnen einzeln oder 
als Mischung verwendet werden. Als Stickstoff quelle 
5 konnen organische Stickstoff -haltige Verbindungen wie 
Peptone, Hefeextrakt, Fleischextrakt , Malzextrakt, 
Maisguellwasser , So j abohnenmehl und Harnstoff oder an- 
organische Verbindungen wie Ammoniumsulf at , Ammoniumch- 
lorid, Ammoniumphosphat , Ammoniumcarbonat und Ammonium- 

10 nitrat verwendet werden. Die Stickstoff quellen konnen 
einzeln oder als Mischung verwendet werden. Als Phos- 
phorquelle konnen Phosphorsaure, Kaliumdihydrogenphos- 
phat oder Dikaliumhydrogenphosphat oder die entspre- 
chenden Natrium-halt igen Salze verwendet werden. Das 

15 Kulturmedium muS weiterhin Salze von Metallen enthalten 
wie 2. B. Magnesiumsulf at oder Eisensulfat, die fur das 
Wachstum notwendig sind. SchlieJSlich konnen essentielle 
Wuchsstoffe wie Aminosauren und Vitamine zusatzlich zu 
den oben genannten Stoffen eingesetzt werden. Dem Kul- 

2 0 turmedium konnen uberdies geeignete Vorstufen zugesetzt 

werden. Die genannten Einsat zstof f e konnen zur Kultur 
in Form eines einmaligen Ansatzes hinzu gegeben oder in 
geeigneter Weise wahrend der Kultivierung zugefuttert 
werden. In der vorliegenden Erfindung hat sich insbe- 
25 sondere der Zusatz von Zn^* zum Medium als vorteilhaft 
erwiesen, da die Zellen besser mit dem fur die MDH es- 
sentiellen Metallion versorgt werden. 

Zur pH - Kontrolle der Kultur werden basische Verbin- 

3 0 dungen wie Natriumhydroxid, Kaliumhydroxid, Ammoniak 

bzw. Ammoniakwasser oder saure Verbindungen wie Phos- 
phorsaure Oder Schwef elsaure in geeigneter Weise einge- 
setzt. Zur Kontrolle .der Schaumentwicklung konnen Anti- 
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schaummittel wie z. B. Fettsaurepolyglykolester einge- 
setzt warden. Zur Auf rechterhaltung der Stabilitat von 
Plasmiden konnen dem Medium geeignete selektiv wirkende 
Stoffe z. B. Antibiotika hinzugefugt warden. Urn aerobe 
5 Bedingungen auf rechtzuerhalten werden Sauerstof f oder 
Sauerstoff haltige Gasmischungen wie z. B. Luft in die 
Kultur eingetragen. Die Temperatur der Kultur liegt 
normalerweise bei 20°C bis 40°C und vorzugsweise bei 
30 °C bis 3 7 °C. Die Kultur wird solange fortgesetzt 
10 bis sich ein Maximum an D- Mannitol gebildet hat. Die- 
ses Ziel wird normalerweise innerhalb von 12 Stunden 
bis 50 Stunden erreicht. 

Die Analyse der D-Mannitol-Konzentration kann enzyma- 
15 tisch/photometrisch nach der Methode von K. Horikoshi 

(12) , Oder durch Hochdruck-Flussigkeits Chroma tographie 
(HPLC) erfolgen so wie bei Lindroth et al . (19) be- 
schrieben. 

2 0 In einer vorteilhaf ten Ausfuhrung des Verfahrens wird 
eine erhebliche Steigerung der Ausbeute bzw. der Um- 
satzrate des Substrates in Mannitol durch Schaffung 
eines Cof aktor-Regenerat ionssystems ermoglicht. Dabei 
wird nicht mehr das Substrat fur die Bereitstellung der 

25 fur die Reduktion von Fructose zu Mannitol notwendigen 
Reduktionsaquivalente verbraucht, sondern durch ein 
zweites Enzymsystem bereitgestellt . Folglich steht das 
Substrat in erhohtem MaSe fiir die Umsetzung zu Mannitol 
zur Verfugung. Eines der am haufigsten eingesetzten 

30 Systeme ist die Regenerierung mit einer Formi at de hydro - 
genas'e, z. B. aus Candida boidinii (4 6) . Durch die 
Uberexpression dieses Enzyms, zusammen mit einer belie- 
bigen MDH, bevorzugt aus Leuconostoc pseudomesenteroi- 
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des Oder auch aus Rhodobacter sphaeroides, im Mikroor- 
ganismus, wird ein Oxidations -Reduktionszyklus geschaf- 
fen. Die Expression der Enzyme kann in den fur den je- 
weiligen Wirtsorganismus geeigenten Vektorsystemen er- 
5 folgen. In dem so geschaffenen Oxidations -Reduktions- 
zyklus fungiert Formiat als Elektronendonator und 
D-Fructose als Elektronenakzeptor . Dabei katalysiert 
das Enzym Formiat -Dehydrogenase die Oxidation von For- 
miat zu CO2 und das Enzym MDH die Reduktion von 

10 b-Fructose zu D-Mannitol (s. Fig. 1). Der intrazellure 
Nicotinsaureamid-Adenin-Dinucleotid (NAD) -Pool dient 
als Elektronen-Shuttle zwischen beiden Enzymen. Die 
Oxidation von Formiat zu CO2 ist thermodynamisch giins- 
tig, da die freie Standardbildungsenergie AG^^ fur CO2 

15 deutlich negativ ist und das CO2 durch Ausgasen aus dem 
Reaktionsgleichgewicht entfernt wird. Die erhohte in- 
trazellulare NADH-Konzentration, resultierend aus der 
Formiat oxidation, steigert die Reduktionskraf t fur die 
Reduktion von D-Fructose zu D-Mannitol, katalysiert 

2 0 durch MDH. In einer weiteren vorteilhaf ten Ausgestal- 
tung des Verfahrens wird neben den bereits genannten 
Kohlenstof f quellen als Substrat fur die mikrobielle 
Herstellung D-Glucose eingesetzt. D-Glucose kann durch 
intrazellulare Umwandlung mit dem Enzym D-Glucose 

2 5 /Xylose- I somerase (EC 5.3.1.5) zu D-Fructose umgewan- 

delt werden (2) . Eine extrazellulare Umwandlung ist 
ebenfalls moglich, wobei die intrazellulare jedoch be- 
vorzugt ist, Der Einsatz von D-Glucose als Substrat in 
einem mikrobiellen Verfahren zur Produktion von 

3 0 D-Mannitol bewirkt eine Verbesserung der Wirtschaft- 

lichkeit des Verfahrens, da die Kosten fur D-Glucose 
nur etwa ein Viertel des Preises fur D-Fructose betra- 
gen . 



BNSDCX^lO: <WO 0309S635A2 I > 



wo 03/095635 PCT/DE03/014S6 



16 



Fur das beschriebene Verfahren eignen sich nicht nur 
Mikroorganismen, in die eine Formiatdehydrogenase und 
eine MDH eingebracht und/oder verstarkt wird, sondem 
auch Mikroorganismen, die bereits uber eine Formiatde- 
5 hydrogenase verfiigen, wie z. B. Achromobacter parvolus, 
Methylobacterium organophilum, Mycobacterium formicum, 
Pseudomonas spec. 101, Pseudomonas oxalaticus, Moraxel- 
la sp., Agrobacterium sp., Paracoccus sp., Ancylobacter 
aquaticus, oder auch liber eine MDH verfiigen. Dazu geho- 

10 ren Mikroorganismen wie z.B. Pseudomonas fluorescens, 

Rhodobacter sphaeroides, Rhodobacter capsulatus, Lacto- 
bacillus sp., Lactobacillus brevis, Gluconobacter oxy- 
dans sowie bevorzugt auch Leuconostoc pseudomesenteroi- 
des Oder Mikrooganismen, die bereits uber beide Enzyme 
.15 verfugen und jeweils in ihrer AktivitSt verstarkt wer- 
den. Weiterhin geeignet sind beispielsweise auch methy- 
lotrophe Hefen wie Candida boidinii, Candida methylica 
■ Oder auch Hansenula polymorpha, Pilze wie Aspergillus 
nidulans \ind Neurospora crassa sowie alle auch in der 

20 Lebensmittelindustrie verwendeten Mikroorganismen. 



Ausgehend vom Oberbegrif f des Anspruchs 1 wird die Auf- 
gabe erf indungsgemafi gelost mit den im kennzeichnenden 
Teil des Anspruchs 1 angegebenen Merkraalen. Weiterhin 

25 wird die Aufgabe ausgehend vom Oberbegriff des An- 
spruchs 4 erfindungsgemafi gelost mit den im kennzeich- 
nenden Teil des Anspruchs 4 angegebenen Merkmaleh. Die 
Aufgabe wird weiterhin ausgehend von den Oberbegrif fen 
der Anspriiche 5, 6, 7, 8, 9, 12, 17 und 20 erfindungs- 

30 gemalS geldst mit den im kennzeichnenden Teil der An- 

sprubhe 5, 6, 7, 8, 9, 12, 17 und 20 angegebenen Merk- 
malen. 
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Mit der erf indungsgemaSen Nukleinsaure und dem Verfah- 
ren ist es nunmehr moglich, eine verbesserte Umsetzung 
des Substrates in das Produkt D-Mannitol zu erreichen. 
Es wird gegenuber bisher bekannten Verf ahren eine er- 
5 hohte Produkt ivi tat, insbesondere durch die Verstarkung 
der erf indungsgemalSen Nukleotidsequenz , sowie eine er- 
hohte Ausbeute an D-Mannitol erreicht . So wird eine 
groStechnisch rentable Herstellung von D-Mannitol er- 
moglicht. Durch die Schaffung des Regenerationssystems 

10 mit Hilfe der Formiat Dehydrogenase kann fiir die NADH 

verbrauchende MDH in erhohtem Mafie ohne eine nachteili- 
ge Bildung von stof f wechselbedingten Nebenprodukten mit 
ruhenden Zellen eine erhohte Umsetzung des Substrates 
in das Produkt D-Mannitol ermoglicht werden. Da Formiat 

15 als Elektronendonor weitaus billiger ist als Glucose, 
ergibt sich fur das erf indungsgemaSe Verfahren eine 
vorteilhaf te Kostensenkung . 

Weitere vorteilhafte Weiterbildungen sind in den Unter- 
2 0 anspriichen angegeben. 

Die Zeichnungen zeigen beispielhaft Ergebnisse des er- 
f indungsgemaSen Verfahrens sowie eine schematische Dar- 
stellung. der wichtigsten Stof f wechselwege , die fur das 
2 5 Verfahren eine Rolle spielen. 

Es zeigt : 

Fig. 1: Oxidoreduktionszyklus mit Formiat -Dehydrogenase 
und MDH 

30 Pig, 2: Ableitung einer degenerierten 24 Basen-Oligo- 
nukleot id- Sonde von der N-terminalen Amino- 
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sauresequenz der MDH Untereinheit von Leuco- 
nostoc pseudowesenteroides ATCC 12291- 

Fig. 3: Genkarte des 4,191 bp Eco RI Fragments isoliert 
aus der genomischen DNA-Plasmidbank von Leuco- 
5 nostoc pseudomesenteroides ATCC 122 91 nach Im- 

muno-Screeening des mdh-Gens . Die Pfeile zeigen 
die Richtung der Translation des mdh ORF sowie 
4 ORFs an. 

Im folgenden soil die Erfindung beispielhaft beschrie- 
10 ben werden. 

Ausf uhrungsbesipiele : 

I) Mannitol- 2 -Dehydrogenase aus Leuconostoc pseudome- 
senteroides ATCC 12291: Reinigung \ind Charakteri- 
8ier\ing des Enzyias; Klonierung und funktionelle 
15 Expression des mdh -Gens in Escherichia coli 



a) Bakterienstamme und Plasmide 

Als Quelle fur die Isolierung der MDH vmrde Leuconostoc 
pseudomesenteroides ATCC 12291 eingesetzt. E. coli JM 

2 0 109 (DE 3) (Promega) diente als Wirtsorganismus zur 
Herstellung einer Plasmidbank fur die Isolierung der 
genomischen DNA aus Leuconostoc pseudomesenteroides 
ATCC 12291, Ein Teil der Plasmidbank wurde durch Liga- 
tion eines 4.0 - 4.5 kb Eco RI Fragments genomischer 

25 DNA aus Leuconostoc pseudomesenteroides ATCC 122 91 in 
pUClS hergestellt. 
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b) Kultivierungsbedingungen • 

Zur Kultivierung von Leuconostoc pseudomensenteroides 
ATCC 12291 wurde folgendes Kultivierungsmedium vearwen- 
det : 

5 Trypton 10 g/1, Hefeextrakt 10 g/1, K2HPO4 10 g/1, D- 
Fructose 2 0 g/1, D-Glucose 10 g/1. Vitamin / Mineral - 
Losung 10 ml/1, in destilliertem Wasser; pH-Wert auf 
7,5 unter Verwendung von Ortho - Phosphor saure . 

Zur Subklonierung und Preparation der Plasmidbank der 
10 genomischen Leuconostoc DNA, wurde B. coii JM109(DE 3) 
mit 170 Upm bei 37°C in Luria-Bertani Medium unter Zu- 
satz von Ampicillin (100 fig/ml) oder Carbenicillin (50 
/ig/ml) kultiviert. 

15 c) Bestimmung der Aktivitat von MDH aus Leuconostoc 
pseudomesenteroides ATCC 12291 

Die Enzymaktivitat wird in der vorliegenden Erfindung 
photometrisch uber die Abnahme der NADH-Konzentration 
fur die Redukt ionsreaktion 

2 0 D-Pructose + NADH + H* •> D-Mannitol + NAD* 

bestimmt. Der Ansatz zur Messung der Aktivitat der MDH 
enthielt 200 /xM NADH und 200 mM D-Fructose in 100 mM 
Kaliumphosphat- Puffer bei pH 6,5. Die spezifischen Ak- 
tivitaten der Rohextrakte und der partiell gereinigten 
2 5 Enzymisolate werden als Units pro Milligramm Protein 

(U/mg) angegeben, wobei 1 U als 1 |imol Substratabnahme 
pro Minute definiert wird (20) . 
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d) Bestimmung der Proteinkonzentrationen 

Alle Proteinkonzentrationsbestimmungen warden hach der 
Methode von Bradford (3) durchgef uhrt . 



5 e) Auftrennung von Proteinen mittels Polyacrylamidgele- 
lektrophorese 

Reinheitsanalysen von Rohextrakten und partiell gerei- 
nigten Enzymisolaten, sowie Praparationen vorbereitend 
auf Western-Blots wurden elektrophoretisch in diskonti- 
10 nuierlichen 12 %igen SDS-Polyacrylamidgelen durchge- 
fiihrt nach der Methode von Lammli (17) . 

f) Isolierung der Mannitol- 2 -Dehydrogenase aus Leuco- 
nostoc pseudomesenteroides ATCC 122 91 

15 Zur Isolierung der Mannitol -2 -Dehydrogenase wurde nach 
einem dem Fachmann bekannten Zellauf schluS (20) folgen- 
de Verf ahrensschritte durchgef uhrt : Ammoniumsulf at- 
Prazipitation, Hydrophobe Interakt ions chroma tographie 
(HIC) , Anionentauscherchromatographie I (lEC I) , Anio- 

2 0 nentauscherchromatographie II (lEC II) , Grofienaus- 
schlusschromatographie (SEC) , sowie ein Chromato- 
focusing pH 5-4. Diese Methoden sind dem Fachmann 
allgemein bekannt und konnen beispielsweise aus (2 0) 
entnommen werden. 

25 Die spezifische Aktivitat der MDH betrug bei pH = 5,35 
fur die Reduktion von D-Fructose zu D-Mannitol 450 U/mg 

Proben der Reinigungsschritte wurden zur Analyse einer 
SDS-PAGE unterzogen. Es zeigte sich eine homogene Bande 
bei 43 kDa nach dem letzten Schritt . 
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g) Charakterisierung der Mannitol -2 -Dehydrogenase aus 
Leuconostoc pseudomesenteroides ATCC 122 91 

Das native Molekulargewicht der MDH wurde durch Size 
Exclusion Chromatographie zu 177 kDa bestimmt Der isoe- 
5 lektrischen Punkt des Enzyms ist bei pH 4,3-4,4. Diese 
Bestimmungen wurden nach dem Fachmann allgemein bekann- 
ten Methoden durchgefiihrt und konnen beispielsweise aus 
Lottspeich und Zorbas (20) entnommen werden. 



10 Die Ergebnisse hinsichtlich des Molekulargewichts des 
nativen und des dissoziierten Enzyms lassen darauf 
schlieSen, dass die Mannitol- 2 -Dehydrogenase aus L. 
pseudomesenteroides ATCC 12291 ein homotetrameres Enzym 
ist . 

15 

h) Molekulargenetische Methoden 

Die Isolierung von genomischer DNA aus Leuconostoc 
pseudomesenteroides ATCC 12291, die Isolierung von DNA- 
Fragmenten aus Agarosegelen, die Markierung von DNA- 
2 0 Sonden mit Digoxigenin modif iziertem dUTP und immunolo- 
gische Detektion und DNA-DNA-Hybridisierung (Southern 
Blot) wurden nach dem Fachmann gelaufigen Methoden 
durchgefiihrt (24) . 

Die aminoterminale Ansequenzierung der 43 kDa-Enzym- 
25 untereinheit mittels Edman-Abbau und anschlieSender 
HPLC -Analyse ergab die oktamere Aminosaureabf olge 
MEALVLTG. Unter Verwendung einer Codon usage- Stat istik 
fur Leuconostoc pseudomesenteroides (14) , vmrde eine 
2048fach degenerierte Oligonukleotid-Sonde zur Detekti- 
30 on des Mannitol -2 -Dehydrogenase -Gens an genomischer DNA 
von Leuconostoc pseudomesenteroides ATCC 122 91 abgelei- 
tet (siehe Fig. 2). Die 24 bp-DNA-Sonde wurde mit einem 
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Digoxigenin-ll-dUTP-Schwanz am 3'-Ende versehen und 
diente zum Immuno- Screening von partiellen Plasmidban- 
ken genomischer DNA von L. pseudomesenteroides ATCC 
12291. Auf diesem Wege wurde ein 4,2 kb-DNA- Fragment 
5 isoliert (Fig. 3) . Mit geeigneten Primern wurde das 

mdh-Gen von diesem Fragment amplif iziert , in den Vektor 
pET24a(+)ligiert und in E. coli BL21(DE3) transf ormiert 
und exprimiert. Zellextrakte von E. coli 
BL21 (DE3)pET24a (+)Lmdh zeigten nach Induktion in der 
SDS-Polyacrylelektrophorese eine starke Uberexpressi- 
onsbande bei 55,2 kDa und eine spezifische Aktivitat 
der Mannitol- 2 -Dehydrogenase von 102,23 U/mg Protein, 
wahrend die Kontrollen (Zellen ohne Plasmid, Zellen mit 
leerem Plasmid) keine Aktivitat zeigten. 



10 



15 



Die Nukleotidsequenz und die abgeleitete Aminosaurese- 
quenz des mdh Gens aus L. pseudomesenteroides ATCC 
12291 ist in Sequenz ID No. 1 bzw. Nr. 2 gezeigt. 



20 

II) Biotransformation von D-Fructose zu D-Mannitol mit 
ein^ rekombinanten E. coli-Stamm 

In einem rekombinanten E. coli-Stamm warden die Enzyme 
25 Formiat -Dehydrogenase (EC 1.2.1.2) und Mannitol-2- 

Dehydrogenase (EC 1.1.1.67) uberexprimiert , urn in den 
Zellen einen Oxidations-Reduktionszyklus zu etablieren. 
In diesem Oxidations-Reduktionszyklus wird Wasserstoff 
von Formiat iiber zellulares NAD* auf D-Fructose uber- 
30 tragen, wobei D-Fructose zu D- Mannitol reduziert wird 
(s. Fig. 1) . 
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(a) Stamme und Vektoren 

Es warden die Stamme E. coli BL21 (DE3) Gold (Stratage- 
ne) und E.coli JM109 (DE3) (Promega) verwendet . Als 
Vektoren wurden pET-2 8a (-+-) Rsp/ndiiNC (10) kodierend fur 
5 den ORF der Mannitol- 2 -Dehydrogenase aus Rhodobacter 
sphaeroides Si4 und pBTac2FDH kodierend fur die Formi- 
at -Dehydrogenase aus Candida boidinii (35) eingesetzt. 

Fur die Biotransformation wurden chemisch kompetente E. 

10 coli BL21 (DE 3) Gold mit pET28a ( + ) Rsp/ndiaNC und 

pBTac2FDH kotransf ormiert , und auf LB-Agarplat ten mit 5 0 
^g/ml Carbenicillin und 30 /xg/ml Kanamycin selektiert . 
Zum Vergleich des Expressionslevels der Enzyme wurden 
E. coli BL21 (DE 3} Gold desweiteren entweder mit pET-- 

15 2 8a ( + ) Rspr;dLhNC oder pBTac2FDH allein transf ormiert . Die 
Selektion der Transf ormant en erfolgte auf LB-Agar- 
platten mit entweder 50 /xg/ml Carbenicillin (pBTac2FDH) 
Oder mit 30 iig/ml Kanamycin (pET-28a ( + ) RspindhNC. LB- 
Agarplatten fur E. coli BL21 (DE 3) Gold transf ormiert 

20 mit pET-2 8a ( + )Rsp;ndhNC enthielten zusatzlich 1% (v/v) 

D-Glucose zur Verminderung der Basalexpression der Man- 
nit ol - 2 -Dehydrogenase . 



(b) Kultivierung und Expression 

25 Zur Expression der Enzyme wurde eine einzelne Kolonie 
der Transf ormant en in LB-Medium mit den entsprechenden 
Antibiotika uber Nacht bei SO'^'C und 170 Upm Schuttlung 
vorkultiviert und in frisches LB-Medium mit 1% (v/v) 
D-Glucose und entsprechenden Antibiotika uberimpf t , Die 

30 Enzymexpression wurde mit 1 mM IPTG Endkonzentration 

induziert und die Kulturen fiir weitere 5 h bei 27®C ge- 
zogen. Die Zellmasse aus 2/5 des Kulturvolumens wurde 
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fur enzymatische Bestimmungen verwendet, die Zellmasse 
aus 3/5 des Kulturvolumens wurde fur die Biotransforma- 
tion verwendet. Die Zellemte erfolgte bei 4000g fur 
5 min (Becktnann JA- 10) . 

(c) Biotransformation 

Nach der Uberexpression von Formiat -Dehydrogenase und 
MDH in E. coli, werden nichtwachsende Zellen in einer 
Biotransformation eingesetzt. Je 2,2 g induzierte Zel- 
len von E. coli BL21 (DR 3) Gold pET-28a ( + ) RspindhNC / 
pBTac2PDH vmrden mit 100 mM Kaliumphosphat- Puffer pH 
6,5 gewaschen und in 200 ml Reakt ionslosung mit 500 mM 
D-Fructose und 500 mM Natriumf ormiat in 100 mM Kalium- 
phosphat -Puffer pH 6,5 resuspendiert . Die Ansatze wur- 
15 den in 300 ml-Kolben ohne Schikane bei 100 - 120 Upm 

und 30«C fur 48 h geschuttelt . Zu den Zeitpunkten 0, 3, 
13, 20, 27, 38, 45 und 48 h nach Reakt ionsst art wurden 
5 ml-Proben des Uberstandes genommen zur Messung der 
Konzentrationen von Formiat, D-Fructose und D-Mannitol . 
20 Die Proben wurden bei 5000g fur 15 min zentrifugiert 

(Heraeus 3360), der Uberstand 0,2 /xm-f iltriert und bis 
zur Messung durch HPLC bei -20°C gelagert . Als Kontrol- 
le wurden 5,5 g nicht induzierte Zellen von E. coli BL21 
(DE 3) Gold pET-28a(+)RspmdhNC/pBTac2FDH in gleicher 
25 Weise in der Biotransformation eingesetzt. 



Die Konzentrationbestimmungen von Formiat, D-Fructose 
und D-Mannitol im Reaktionsiiberstand und im zellfreien 
Rohextrakt wurden mit einer HPLC-Anlage (Merck/Hitachi) 
3 0 durchgef lihrt . 
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Tabelle 1 zeigt beispielhaft Ergebnisse, die mit trans - 
formierten Mikroorganismen erreicht warden konnten* 

Tabelle 1 : Produktion von D-Mannitol und Verbrauch von 
D-Fructose und Natriumf ormiat wahrend einer Biotrans- 
5 formation 





Substanz - 


E.coli BL21 


E.coli BL21 


E.coli BL21 




produktion/ - 


(DE3) pET- 


(DE3) pET- 


(DE3) pET- 




verbrauch 


28a ( + ) RspmdhNC 


2 8a (+) RspmdhNC 


28a ( + ) RspjndhNC 




(g/g Nass- 


pBTac2PDH 


pBTac2PDH 


pBTac2FDH 




zellmasse) 


Induziert 


Induziert 


nicht indu- 






Ansatz 1 


Ansatz 2 


ziert 

Kontrolle 


13 h 


u— lYiaiini CO J. 


U / J b 


\J , Zo 


0,02 


nach 
Reak- 
tions- 
start 


Produktion 








Verbra,uch 








Formiat - Ver- 
brauch 


0,33 


0,22 


0, 04 


48 h 


D-Mannitol 


0,42 


0,37 


0, 05 


nach 
Reak- 
tions- 
start 


Produktion 








D-Fructose 
Verbrauch 


1,32 


1,0 


0,47 


Formiat -Ver- 
brauch 


0,49 


0,54 


0,20 



Es konnte gezeigt werden, dass die parallele Uberex- 
pression der Formiat -Dehydrogenase xind der Manni- 
tol- 2 -Dehydrogenase in E. coli zu einer Produktion von 
10 D-Mannitol durch diese Zellen in einem Reaktionsmedium 
mit D-Fructose und Formiat fuhrt. 

(d) Enzymatische Bestimmungen 

Enzymatische Aktivitaten der Formiat -Dehydrogenase und 
15 MDH im zellfreien Extrakt wurden photometrisch bei 
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34 0 nm gemessen. Der Testansatz fur die Formi- 
at-Dehydro-genase enthielt 2 mM NAD+ und 200 mM Natri- 
umformiat in 100 mM Kaliumphosphat- Puffer mit pH 6,5. 
Diese hohen Coenzym- und Substratkonzentrationen waren 
5 aufgrund der hohen K„,-Werte der Formiat -Dehydrogenase 
zum Erreichen der Maximalgeschwindigkeit notwendig 
(3 5) . Der pH-Wert entsprach den Bedingungen der Bio- 
transformation. Der Ansatz zur Messung der AktivitSt 
der MDH war wie unter Ic) beschrieben. Beide Bestimmun- 

10 gen wurden bei 30°C durchgefuhrt . Nach 2 min Messung 

der Basalaktivitat ohne Substrat wurde die enzymspezi- 
fische Aktivitat nach Zugabe des Substrata fiir weitere 
2 min gemessen. Zur Berechnung der Aktivitat wurde der 
spezifische Absorbtions-Koef f izient von NAD bei 340 nm 

15 E = 6220 M'^cm"^, verwendet . Eine Unit wurde definiert 

als die Reduktion oder Oxidation von 1 fimol NAD pro min 
bei pH 6,5 und 30''C. 

Die spezifische Aktivitat der Formiat -Dehydrogenase im 
zellfreien Rohextrakt von E. coli BL21 (DE 3) Gold pET- 

20 28a{+)Rsp/ndhNC / pBTac2FDH lag bei 0,14 U/mg . Slusarc- 
zyk et al, mafien fiir die spezifische Aktivitat der ge- 
reinigten Formiat -Dehydrogenase 6,5 U/mg (35). Unter 
Verwendung dieses Wertes berechnet sich der Anteil der 
Formiat -Dehydrogenase am loslichen Zellprotein im indu- 

25 zierten E. coli BL21 (DE 3) Gold pET-2 8a (+) RspmdhNC / 
pBTac2FDH auf 2,2%. 

Hinsichtlich der StabilitSt der MDH konnte auch 48 h 
nach Reaktionsstart keine Verminderung der spezifischen 
30 Aktivitat im zellfreien Rohextrakt festgestellt werden 
(Tabelle 2) . 
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Die spezifische Aktivitat der MDH im zellfreien Rohex- 
trakt erwies sich mit 10 - 12 U/mg als konstant hoch. 
Die parallele Expression der Formiat -Dehydrogenase in 
E. coli BL21 (DE 3) Gold pET28a ( + ) RspmdhNC / pBTac2FDH 
5 erbrachte keine Minderung der spezifischen Aktivitat 
der MDH im zellfreien Rohextrakt . 



Tabelle 2 : Spezifische Enzymakti vita ten der MDH und der 
Formiat Dehydrogenase 





E.coli BL21 
(DE3) pET- 
28a ( + ) RspmdhNC 
pBTac2FDH 
induziert 
Ansatz 1 


E.coli BL21 
(DE3) pET- 
2 8a ( + ) RspmdhNC 
pBTac2FDH 
induziert 
Ansatz 2 


E.coli BL21 
(DE3) pET- 
28a( + )Rspjndi2NC 
pBTac2FDH 
nicht indu- 
ziert 
Kontrolle 


MDH (U/mg) 
nach Induktion 


12, 08 


11, 07 


0, 13 


FDH (U/mg) 
nach Induktion 


0, 14 


0, 14 


0, 04 


MDH (U/mg) 
48 h nach Re- 
aktionsstart 


14, 97 


16,46 


0, 17 


FDH (U/mg) 
48 h nach Re- 
akt ions St art 


0 


0 


0 



10 Die oben gezeigte Biotransformation von D- Fructose zu 
D-Mannitol mit einer Mannitol- 2 -Dehydrogenase aus Rho- 
dobacter spaeroides kann in vergleichbarer Weise auch 
fflr die Mannitol -2 -Dehydrogenase aus Leuconostoc pseu- 
domesenteroides durchgefuhrt werden. Die erf indungsge- 

15 mafie Nukleotidsequenz kann mit fiir den Fachmann bekann- 
ten Methoden in den entsprechenden Wirtsorganismus 
z, B. E. coli transf ormiert und exprimiert werden und 
dieser dann zur mikrobiellen Herstellung von D-Mannitol 
eingesetzt werden. 
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Patentanspriiche 



1. Nukleotidsequenz kodierend fur eine MDH, enthaltend 

(i) eine Nukleotidsequenz gezeigt in SEQ ID No. 1 

(ii) mindestens eine Nukleotidsequenz, die der 
Nukleotidsequenz (i) innerhalb des Bereichs der 
Degeneration des genetischen Codes entspricht, 
Oder 

(iii) mindestens eine Nukleotidsequenz, die mit der 
zur Nukleotidsequenz (i) oder (ii) komplementa- 
ren Nukleotidsequenz hybridisiert , und gegebe- 
nenf alls 

(iiii) funktionsneutrale Sinnmutationen in (i) . 

2. Nukleotidsequenz gemaS Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet , dass 

sie aus aus der Familie der Lactobacteriaceae iso- 
liert wird. 

3. Nukleotidsequenz gemaS einem der Anspruche 1 bis 2, 
dadurch gekennzeichnet , dass 

sie aus Leuconostoc pseudomensenteroides isoliert 
wird. 

4. Plasmid pQE80L;ndh, 

hinterlegt bei der DSMZ unter der Bezeichnung DSM 
14824. 

5. Genstruktur enthaltend wenigstens eine Nukleotidse- 
quenz gemaS den Ajispriichen 1 bis 3 sowie mit diesen 
operativ verkniipfte regulatorische Sequenzen. 
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6. Vektor, enthaltend wenigstens eine Nukleotidsequenz 
gemaS den Anspruchen 1 bis 3 oder eine Genstruktur 
gemaS Anspruch 5 sowie zusatzliche Nukleotidsequen- 
zen zur Selektion, zur Replikation in der Wirtszel- 

5 le Oder zur Integration in das Wirtszell-Genom. 

7. Sonde zur Identif izierung und/oder Isolierung von 
Genen, kodierend fiir eine MDH 
gekennzeichnet dadurch, dass 

aie ausgehend von einer Nukleotidsequenz gemaS ei- 
10 nem der Anspriiche 1 bis 3 hergestellt wird und eine 

zur Detektion geeignete Markierung enthalt. 

8 . MDH Oder ein Teil davon, 

kodiert durch eine Nukleotidsequenz gemafi einem der 
Anspriiche 1 bis 3 , 

15 9. MDH mit einer Atninosauresequenz abgeleitet aus der 
Nukleotidsequenz gemaS Anspruch 1, dargestellt in 
der Seq-ID-NO. 2 oder einer modif izierten Form die- 
ser Polypeptidsequenz oder Isoform davon oder Mi- 
schungen daraus . 

20 10. Polypeptid gemaS einem der Anspriiche 8 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet, daS 

es aus der Pamilie der Lactobacteriaceae stammt . 

11. Polypeptid gemaS einem der Anspriiche 8 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

25 es aus Leuconostoc pseudomesenteroides stammt. 

12. Mikroorganismus enthaltend in replizierbarer Form 
eine Nukleotidsequenz gemafi einem der Anspriiche 1 
bis 3, welcher im Vergleich zum entsprechend nicht 
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genetisch veranderten Mikroorganismus verstarkit ist 
und/oder dessen Kopienzahl erhoht ist. 

13. - Mikroorganismus gemafi Anspruch 12, 

dadurch gekennzeichnet , dass 
5 er eine Genstruktur gemalS Anspruch 5 oder einen 

Vektor gemaS Anspruch 6 oder ein Plasmid gemalS An- 
spruch 4 enthalt . 

14. Mikroorganismus gemafi einem der Anspruche 12 bis 
13, enthaltend wenigstens ein Polypeptid gemaS 

10 einem der Anspruche 8 bis 11, welcher eine im Ver- 

gleich zu dem entsprechend nicht genetisch veran- 
derten Mikroorganismus erhohte Aktivitat aufweist. 

15. Mikroorganismus gemafi Anspruch 12 bis 14, 
dadurch gekennzeichnet , dass 

15 er aus der Gattung Bacillus, Lactobacillus, Leuco- 

nostoc, den Enterobakteriaceae oder methylotrophen 
Hefen, Pilzen sowie aus alien auch in der Lebens- 
mittelindustrie verwendeten Mikroorganismen stammt . 

16. Mikroorgansimus gemafi Anspruch 12 bis 15, 
2 0 dadurch gekennzeichnet , dass 

er aus der Gruppe Achromobacter parvolus, Methylo- 
bacterium organophilum, Mycobacterium formicum, 
Pseudomonas spec. 101, Pseudomonas oxalaticus, Mo- 
raxella sp., Agrobacterium sp., Paracoccus sp. , An- 
2 5 cylobacter aquaticus, Pseudomonas fluorescens, Rho- 

dobacter sphaeroides, Rhodobacter capsulatus, Lac- 
tobacillus sp., Lactobacillus brevis, Leuconostoc 
pseudomesenteroides, Gluconobacter oxydans, Candida 
boidinii, Candida methylica oder auch Hansenula po- 
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lymorpha, Aspergillus nidulans oder Neurospora 
crassa oder Escherichia coli stammt. 

17. Verfahren zur mikrobiellen Herstellung von 
D-Mannitol, 

5 dadurch gekennzeichnet , dass 

man Mikroorganismen einsetzt, in denen man die fur 
die MDH codierende Nukleotidsequenz gemaS Anspruch 
1 bis 3 einbringt und/oder verstarkt . 

18. Verfahren nach Anspruch 17, 
10 dadurch gekennzeichnet, dass 

man einen mit einem oder mehreren Plasmidvektoren 
transformierten Mikrorganismus einsetzt, der einen 
Plasmidvektor fur die MDH codierende Nukleotidse- 
quenz tragt . 

15 19. Verfahren nach einem der Anspriiche 17 bis 18, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

mit dem Plasmidvektor pQESOLiTidh, hinterlegt unter 
der Nummer DSM 14824, transf ormierte Mikroorganis- 
men eingesetzt werden. 

20 20. Verfahren zur mikrobiellen Herstellung von D- 
Mannitol , 

dadurch gekennzeichnet, dass 

man Mikroorganismen einsetzt, in die eine fur eine 
MDH sowie eine fur eine Formiat -Dehydrogenase co- 
25 dierende Nukleotidsequenz eingebracht und/oder ver- 

starkt wird. 

21. Verfahren nach Anspruch 20, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

man Mikroorganismen einsetzt, in die eine fur die 
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MDH codierende Nukleotidsequenz gemaS Anspruch 1 
bis 3 eingebracht und/oder verstarkt wird. 

Verfahren nach einem der Anspruche 2 0 bis 21, 
dadurch gekennzeichnet , dass 

man Mikroorganismen einsetzt, in denen man eine fur 
eine Formiat -Dehydrogenase codierende Nukleotidse- 
quenz isoliert aus Candida boidinii einbringt 
und/oder verstarkt. 

Verfahren nach einem der Anspruche 20 bis 22, 
dadurch gekennzeichnet , dass 

man einen mit einem oder mehreren Plasmidvektoren 
transf ormierten Mikrorgani smus einsetzt, der einen 
Plasmidvektor fur die MDH sowie fiir die Formiat - 
Dehydrogenase codierende Nukleotidsequenz tragt . 

Verfahren nach einem der Anspruche 17 bis 23, 
dadurch gekennzeichnet , dass 

man Mikroorganismen der Gattung Bacillus, Lactoba- 
cillus, Leuconostoc, den Enterobakteriaceae oder 
methylotrophen Hefen, Pilze sowie Mikroorganismen, 
die in der Lebensmittelindustrie verwendeten wer- 
den, einsetzt. 

Verfahren nach einem der Anspruche 17 bis 24, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

Mikroorganismen aus der Gruppe Achromobacter parvo- 
lus, Methylobacterium organophilum, Mycobacterium 
formicum, Pseudomonas spec. 101, Pseudomonas oxala- 
ticus, Moraxella sp. , Agrobacterium sp . , Paracoccus 
sp., Ancylobacter aquaticus, Pseudomonas fluores- 
cens, Rhodobacter sphaeroides, Rhodobacter capsula- 
tus, Lactobacillus sp,, Lactobacillus brevis. Leu- 
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conostoc pseudomesenteroides, Gluconobacter oxy« 
dans, Candida boidinii, Candida methylica oder auch 
Hansenula polymorpha, Aspergillus nidulans oder 
Neurospora crassa oder Escherichia coli eingesetzt 
5 werden . 

26. Verfahren nach einem der Anspruche 17 bis 25, 
dadurch gekennzeichnet , dass 

als Kohlenstoffquelle Fructose oder Glucose einge- 
setzt wird. 

10 27. Verfahren nach einem der Anspruche 17 bis 26, 
dadurch gekennzeichnet , dass 
man folgende Schritte durchf uhrt : 

a) Mikrobielle Herstellung von D-Mannitol unter 
Verwendung von Mikroorganismen, in die die fur 

15 eine MDH kodierende Nuleotidsequenz sowie eine 

fur eine Formi at -Dehydrogenase kodierende Nukle- 
otidsequenz eingebracht und/oder verstarkt wird 

b) Anreicherung des D-Mannitol im Medium oder in 
den Zellen der Mikroorganismen und 

20 c) Isolieren des D-Mannitol. 

28. Verfahren nach Anspruche 27, 
dadurch gekennzeichnet , dass 

man Mikroorganismen verwendet, in die die fur die 
MDH kodierende Nuleotidsequenz gemafi Anspruch 1 bis 
25 3 eingebracht und/oder verstarkt wird. 
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sequenz 



MEAL V L TG 



I 
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C , 



C 
G 
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SEQUENZPROTOKOLL 
110> Forschungszencrum Julich GmbH- ZucJcerinsticut e.v. 



120> Mannitol -2 -Dehydrogenase 



130> PT 1.1978 

140> 
<141> 



<160> 2 



<170> Patentin Ver. 2.1 



<210> 1 
<211> 1370 
c212> DNA 

<213> Leuconostoc pseudomesenteroides 



c220> 

<221> RBS 

<222> (185) . . (190) 



tactgaaaca ccagccaacg ccgcgacatc acttaatttt gctaccattg caatcctcca 60 
tactctctta atattctatc acatggtcta ctccccttac taaaataaat gtgataaacg X20 
tttgacttta tcttgttaaa ggtttaccat tgtcctcgta agttaattta atcacaaagt 180 
aaaaaggaga acaaacatgg aagcacttgt gttaactggt acaaaaaaat tagaggtcga 240 
aaacattgaa caacctgagg taaagccgaa tgaagtgttg attcatacag cattcgctgg 300 
tatttgcggt actgatcacg ctttgtatgc cggtcttcct ggctcagccg atgctgtgcc 3 60 
accaatcgtt ttggggcatg aaaattctgg tgttgtagct gaaattggtt ctgatgttac 420 
aaacgttgcg gtgggtgatc gtgtcacaat tgatcccaat atttactgtg gtcaatgcaa 480 
gtattgccgt acagcacgtc cagagctttg cgaaaacttg tctgcagttg gtgtaacacg 540 
caatggtggctctgaagaat actttactgc gcccgcatca gttgtttacc aaattccaga 600 
taatgtttca cttaagtcag ctgccgtggt tgagccgatt tcatgtgctg ttcacggtat 660 
tcaacttctt aaagtgacac cataccaaaa ggcattagtt attggtgacg gcttcatggg 72 0 
tgaactcttt gttcaaattc tgcaagctta tggcattcac caagtcgact tggctggtat 78 0 
tgttcctgaa aagcttgcta tgaacaaaga aaagttcggc gtgaaaaata cgtacaatac 84 0 
aaaagatggc gacaaaattc ccgaaggcac ttacgatgtt gttgttgaag cagttggcct 900 
accacagaca caagaagccg caattgaagc ctcagctcgt ggcgctcagg tttcgatgtt 960 
tggtgttggc ggtcccgacg caaagttcca aatgaacact tacgaagtct tccaaaagca 1020 
attgacgatt caaggatcat ttatcaatcc aaacgcattt gaagactcat cggcattgtt 1080. 
atcatcaggc aagttagacg tcgaatcgct aatgtcacac gaattagatt accagactgt 1140 
tgatgacttt gtgaatggca agttaggtgt cgtttcaaag gcagtcgtta aggttggtgg 1200 
cgaagaggca taaaatggca caaaacgcgc aacatcataa tccgcgaagc atttcaatga 12 60 
gcaaatcact tatgtttttt gccatctcat tgattttaaa tgcgatggga aatgttttga 1320 
cgctcgtcac agcttcacat ataaaacccg cttttttggg atcagcttat 1370 
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<210> 2 

<211> 338 
<212> PRT 

<213> Leuconostoc pseudomesenteroides 
<400> 2 

Met Glu Ala Leu Val Leu Thr Gly Thr Lys Lys Leu Glu Val Glu Asn 
15 10 15 

lie Glu Gin Pro Glu Val Lys Pro Asn Glu Val Leu lie His Thr Ala 
20 25 30 

Phe Ala Gly lie Cys Gly Thr Asp His Ala Leu Tyr Ala Gly Leu Pro 
35 40 45 

Gly Ser Ala Asp Ala Val Pro Pro lie Val Leu Gly His Glu Asn Ser 
50 55 60 

Gly Val Val Ala Glu lie Gly Ser Asp Val Thr Asn Val Ala Val Gly 
65 70 75 80 

Asp Arg Val Thr He Asp Pro Asn He Tyr Cys Gly Gin Cys Lys Tyr 
85 90 95 

Cys Arg Thr Ala Arg Pro Glu Leu Cys Glu Asn Leu Ser Ala Val Gly 
100 105 110 

Val Thr Arg Asn Gly Gly Phe Glu Glu Tyr Phe Thr Ala Pro Ala Ser 
115 120 125 

Val Val Tyr Gin He Pro Asp Asn Val Ser Leu Lys Ser Ala Ala Val 
130 135 140 

Val Glu Pro He Ser Cys Ala Val His Gly He Gin Leu Leu Lys Val 
145 150 155 ISO 

Thr Pro Tyr Gin Lys Ala Leu Val He Gly Asp Gly Phe Met Gly Glu 
165 170 175 

Leu Phe Val Gin He Leu Gin Ala Tyr Gly He His Gin Val Asp Leu 
180 ' 185 190 

Ala Gly He Val Pro Glu Lys Leu Ala Met Asn Lys Glu Lys Phe Gly 
195 200 205 

Val Lys Asn Thr Tyr Asn Thr Lys Asp Gly Asp Lys He Pro Glu Gly 
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210 

Thr Tyr Asp Val 
225 

Ala Ala lie Glu 



Val Gly Gly Pro 
260 

Gin Lys Gin Leu 
275 

Glu Asp Ser Leu 
290 

Leu Met Ser His 
305 

Gly Lys Leu Gly 



Glu Ala 



215 

Val Val Glu Ala 
230 

Ala Ser Ala Arg 
245 

Asp Ala Lys Phe 



Thr He Gin Gly 
280 

Ala Leu Leu Ser 
295 

Glu Leu Asp Tyr 
310 

Val Val Ser Lys 
325 



220 

Val Gly Leu Pro 
235 

Gly Ala Gin Val 
250 

Gin Met Asn Thr 
265 

Ser Phe He Asn 



Ser Gly Lys Leu 
300 

Gin Thr Val Asp 
315 

Ala Val Val Lys 
330 



Gin Thr Gin Glu 
240 

Leu Met Phe Gly 
255 

Tyr Glu Val Phe 
270 

Pro Asn Ala Phe 
285 

Asp Val Glu Ser 



Asp Phe Val Asn 
320 

Val Gly Gly Glu 
335 
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INTERNATJONALES FORMBLATT 




Forschungszentrum Jiilich 



52425 Julich 



EMPFANGSBESTATIGUNG BEi ERSTHINTERLEGUNG. 
ausgestelli gcmafl Rcgel 7.1 von der unten angcgcbcnen 
INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 



I. KENNZEICHNUNG DES MDCROORGANISMUS 



Vom HINTERLEGER zugetdhes Bczusszeicbcn; 

pQESOLmdh 



Von der INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
rugeicilte EINGANGSNUMMER: 



DSM 14824 



11 WISSENSCHAFTUCHE BESCHREJBL7NG UND/ODER VORGESCHLAGENE TAXONOMISCHE BEZEiCHNl/NG 



Mil dem unter I. bezeichneien Mikroorgantsmus v^iirde 

( X ) eine wissenschaftliche Beschrcibung 

( ) eine vorgeschlagcne taxonomische Bczcichnung 

eingereichl. 

(Zuircficndes ankreuzcn). 



III. EINGANG UND ANNAHME 



Diese iniemaiionale Hinierlcgungssielle nimmt den umcr \ bczeichncten MikrootBanismus an» der bei ihr am" 2002-02- 1 9 (Datum der Eisi- 

hinierlegung)' eingegangen isi. ^ 



EINGANG DES ANTRaGS AUF UMWANDLUNG 



per umcr J bczeichnctc Mikroorganismus ist bci diescr Interna tionalcn HinterlegungssteJie am cinceBancen (Datum der Erel- 

hinterlcgung) und cm Anirag auf Um%^-andlung dicser Ersthinierlegung in cine Hintcrlccung cemaB Budapester Vertran isi am 
eingegangen (DanimdesEingangsdesAniragsaufUmvt'andlung). *- *» . 



V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 



Name: 



DSM2-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 
MDCROORGANISMEN und ZfiLLKULTUREN GmbH 



Anschrift: Mascherodcr Weg 1 b 

D-38124 Braunschweig 



Unterschrift(en) der zur Venretung der imemaiionalen Hinierlcgungsstelle 
bcfiigicn Person(en) odcr des (der) von ihr erm&chiigten Bediensietcn: 

Datum: 2002-02-20 



Falls Rcgel 6.4 Buchsiabe d zutrifii. isi dies der Zcitpunki, zu dem der Status einer intemationalen Hinicriegungssicllc erwoiben worden ist. 
Foraiblatt DSMZ-BP/4 (einzigc Sciic) 12/2001 
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ESTER VERTRAG OBER DIE INTERNATIONALE 
G DER HINTERLEGUNG VON MIKROORGANISME 
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LEBENSFAHIGKEITSBESCHEINIGUNG 

BUSgesiclU ficmSfl Regcl 10.2 von unJ5i,S5g8f^«""» 
INTCRNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 



1. HINTERLEGER 


n. KENNZEICHNUNG DES MIKROORGANISMUS 


ForschungszentTum Julich 

Name: 

52425 Julich 

Anschrift: 


Von der INTERN ATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
aigeieilie EINGANGSNUMMER: 

DSM 14824 
Datum der Hinierlegung Oder Weiierleitung': 

2002-02-19 


III. LEBENSFAHIGKEITSBESCHEINIGUNG 


Die Ubcnsfahigkcit des unicr U genanntcn Mikroorganismus ist am 2002-02- 1 9 ' gcpmfi ^vordcn. 
Zu diesem Zciipunki der Mikroorganismus 

( y Icbensfahig 

( Y nicht mehr lebensfahig 


r\'. BEDINGUNGEN, UNTER DENEN DIE LEBENSFAHIGKErTSPROFUNG DURCHGEFOHRT WORDEN iST 




V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 


Name: DSM2-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MI]aK)ORGANnSMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 

Anschrift: Maschcrodcr Wcg lb 

D-38124 Braunschweig 


Unterschrift(en) der rur Venrctung der intcmationalen HimerlegungssieUe 
bcfugicn Pcrson(en) odcr des (der) von ihr crmachiigicn Bcdicnsieien: 

Datura: 2002-02-20 



Angabe des Datums der Ersthinierlegung. Wcnn cine cmculc Hintcrlegung odcr cine Wcncrleitung vorgcnommen w< 
Kin ReTelT^^^ Angabe der ietnen UbensflhigkcitsprOfting. 

aSStq^ en%^i^ bcantragt wordesn sind und wenn die Ergd)nisse der PrQfung negativ waren. 
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